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 Oligossacarídeos do leite humano (HMOs) apresentam alta homologia com a superfície 
celular, já que sua biossíntese é feita a partir de mecanismos semelhantes ao da produção de 
glicolipídeos e glicoproteínas presentes nas células epiteliais. Conhecidas funções dos HMOs já 
foram relacionadas, dentre elas as principais são: 1- sua capacidade em promover o crescimento 
da microbiota do neonato 2- competir com a mucosa intestinal pela ligação bacteriana 3- 
promover a defesa do hospedeiro. No presente trabalho, foi avaliada a atividade anti-inflamatória 
do 2´-FL (2´- fucosil-lactose) e realizados ensaios de Docking e determinação da conformação 
absoluta em solução por RMN (ressonância magnética nuclear) desta molécula além do 
isolamento de outras frações oligossacarídicas. Para o isolamento dos oligossacarídeos foi, 
primeiramente, realizado um processo de deslipidificação através de centrifugação a 12.000 rpm 
na temperatura de 4 ºC. Feito isso, o material foi submetido à precipitação etanólica (2:1, v/v) 
para a remoção de proteínas, onde o sobrenadante foi então coletado e liofilizado, sendo então 
submetido ao processo de fracionaamento através de cromatografia líquida, em uma coluna de 30 
× 4 cm (70 mL) utilizando como fase estacionária carvão ativado-150 mesh e celite 545 (1:1). 
Como fase móvel, um gradiente contínuo de H2O:EtOH, variando de 100:0 até 40:60 foi utilizado. 
Após esta etapa, visando diminuir o conteúdo de lactose, as amostras contendo HMOs foram 
submetidas à cromatografia em coluna de sílica. Neste primeiro processo foi obtida uma 
quantidade significativa de 2´-FL, porém para a purificação do LDFT foi ainda realizada 
fracionamento por cromatografia líquida de troca iônica DEAE-Sepharose (Dietilaminoetil 
Sepharose) utilizando H2O inicialmente e depois uma solução de H2O:Íon amônio como fase 
móvel. Os oligossacarídeos então isolados foram avaliados quanto a sua capacidade pró e anti-
inflamatória, através da análise de suas capacidades em estimular receptores TLR (receptores do 
tipo Toll like). Quando comparado com o tratamento com LPS (Lipopolissacarídeo) (controle 
positivo) o 2´-FL na concentração de 0,02 mg/mL diminuiu o processo inflamatório 26,26%; 0,2 
mg/mL em 24,18%; 2 mg/mL em 31,63%. Mostrando assim a capacidade anti-inflamatória deste 
HMO. Além disto, a partir da caracterização estrutural e estudos conformacionais por RMN 
verificou-se uma estrutura semelhante a anzol para o 2´-FL. Ensaios de Docking foram realizados, 
onde foram encontrados possíveis sítios de ligação, comprovando assim a possibilidade de 
interação entre receptores TLR (receptor do tipo Toll 4) e 2´-FL. 
 







 Human milk oligosaccharides (HMOs) bare high homology to cellular surface in part 
because their biosynthesis occurs with great similarity to glycolipids and glycoproteins 
production mechanisms. Evidences present three major functions to these oligosaccharides; 1- 
prebiotic action for infant gut; 2- pathogen anti-adhesive barrier; 3- immunomodulatory activity. 
In the presented work were evaluated the anti-inflammatory activity of 2´-FL (2 fucosyllactose) 
and undertaken Docking and conformation NMR assays. The first step of the isolation process 
was deslipidification through centrifugation process at 12.000 rpm at 4 ºC. After that, the material 
was subjected to an ethanolic precipitation (2:1, v/v) aiming the protein removal where the 
supernatant was collected and freeze-dried.  The next step was the utilization of a 30 X 4 cm (70 
mL) column of activated-charcoal 150 mesh and celite 545 (1:1) seeking to obtain different 
fractions. A continuum gradient of H2O:EtOH was used  varying from 100:0 to  40:60 as mobile 
phase. In this stage, a great quantitiy of 2´-FL was obtained but to achieve the LDFT fraction 
purification a further step was necessary. Willing to obtain LDFT, an ionic DEAE Sepharose (GE 
Healthcare) column was utilized with an initial water elution and later a water solution with a 2% 
content of amoniun ion. 2´-FL was then evaluated to its pro and anti-inflammatory capacity 
through the magnitude of activation of NF-kB by QUANTI-Blue measurement. When compared 
to the LPS treatment (positive control) 2´-FL at 0.02 mg/mL lessen the inflammatory activity by 
26.26%; 0.2 mg/mL by 24.18%; 2 mg/mL by 31.63%. This result shows the anti-inflammatory 
capacity of this HMO. Besides this, Docking and conformational NMR assay proved the 
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O leite é, para o mamífero recém-nascido, sua fonte fundamental de nutrientes. Cada espécie 
possui um leite que é especialmente desenvolvido para suprir todas as necessidades de sua prole, 
sendo assim um alimento completo e específico para cada espécie (EMMETT; ROGERS, 1997). 
O conteúdo de carboidratos do leite, considerado no passado principalmente do ponto de vista 
energético, por se apresentar como o principal alimento dos mamíferos nos primeiros momentos 
da vida, vem atualmente sendo colocado em debate pelo seu possível papel como alimento 
funcional de defesa do neonato (HUESO et al., 2005). 
Apesar das imunoglobulinas serem vistas como o principal fator de defesa presente no leite, 
o mesmo contém outros fatores antimicrobianos que protegem o neonato contra as infecções mais 
comuns, sendo assim crucial para a sua sobrevivência enquanto o seu sistema imune ainda está 
em desenvolvimento. O aleitamento materno tem como principais funções: fortalecer a 
imunidade, manter o crescimento e desenvolvimento normais, melhorar o processo digestivo, 
além de favorecer o vínculo mãe-filho e facilitar o desenvolvimento emocional, cognitivo e do 
sistema nervoso (HUESO et al., 2005). 
Contendo quantidade diferenciada de oligossacarídeos (12 a 14 g/L) o leite humano possui 
em sua composição representantes desta classe tanto na forma neutra (90%) quanto na forma 
sialilada (10%) (KUNZ et al., 1999). D-glucose (Glc), D-galactose (Gal), L-fucose (Fuc), N-
acetilglucosamina (GlcNAc), N-acetilgalactosamina (GalNAc) e ácido siálico podem compor 
oligossacarídeos encontrados no leite (EGGE; 1993). O ácido N-acetilneuramínico (Neu5Ac) se 
apresenta como o ácido siálico predominante entre os oligossacarídeos do leite, apesar de 
ocasionalmente, o ácido N-glicolilneuramínico (Neu5Gc) (VEH et al., 1981) e ácido 4-, 7-, ou 8-
O-acetil-N-acetilneuraminico (MESSER, 1974) serem também encontrados em leite de diferentes 
espécies. 
A lactose é alongada através da incorporação enzimática de GlcNAc a um resíduo de Gal em 
ligações β1→3 ou β1→6. Após a incorporação deste resíduo, Gal também pode ser ligada por 
ligações β1→3 ou β1→4 aos resíduos de GlcNAc. Ligações posteriores de Fuc, conectadas por 
ligações α1→2, α1→3, ou α1→4, e/ou ácido siálico em ligações α2→3 ou α2→6 em posições 
terminais, completam o processo de síntese de oligossacarídeos. O grau de polimerização destes 
monômeros variam de 3 (monofucosillactoses ou monosialillactoses) a 13 (pentafucosialilacto-






e não-sialilados neutros no leite humano é apresentada como 35-50%, 12-14%, 42-55%, 
respectivamente (KUNZ; RUDLOFF, 1993; TOTTEN et al., 2012). 
 HMOs são abundantemente encontrados no leite humano e estudos recentes demonstram 
não serem digeríveis pelos humanos, gerando assim evidências que sugerem pelo menos três 
principais funções destes carboidratos (COPPA et al., 2001; RUDLLOF et al., 1996). 
Primeiramente, eles promovem o crescimento da microbiota, geralmente dominada por 
bifidobactérias. Segundo, HMOs (principalmente suas estruturas fucosiladas) imitam as glicanas 
da superfície das células hospedeiras funcionando assim como receptores solúveis análogos que 
competem com a mucosa intestinal pela ligação bacteriana, prevenindo assim a adesão do 
patógeno e sua possível translocação. Em terceiro, glicanas do leite auxiliam na defesa do 
hospedeiro a partir da modulação da imunidade, mimetizando a barreira intestinal (SMILOWITZ 
et al., 2014). 
A amamentação é associada com a diminuição do risco de doenças inflamatórias 
infecciosas. 2´-FL, sendo o principal trissacarídeo componente do leite humano, tem a capacidade 
de isoladamente inibir a sinalização pró-inflamatória induzida pelo pili tipo 1 da bactéria 
Escherichia coli ou por LPS (Lipopolissacarídeo) a partir da supressão da expressão de CD14 
(cluster de diferenciação 14) em IEC’s (células epiteliais intestinais) (HE et al., 2014). O LPS 
para efetuar sua ação deverá ativar um receptor que na verdade é um complexo formado pela 
proteína ligante de LPS, MD2 (proteína acessória), CD14 e TLR4 (receptor do tipo Toll 4) (LU, 
et al., 2008), sendo assim essencial para o reconhecimento e ligação do LPS, que irá induzir uma 
cascata inflamatória (SHIMAZU; 1999). Já o 3`-SL (3´-sialillactose) demonstrou estimular 
diretamente DC (células dendríticas) de MLN (linfonodo mesentérico), ocasionando assim 
inflamação dependente de TH1 (linfócito T auxiliar tipo 1) e TH17 (linfócito T auxiliar tipo 17) 
através da geração de citocínas que estimulam esta diferenciação a partir de linfócitos T do tipo 
virgem (KURAKEVICH et al., 2013). 
A resolução de importantes problemas em bioquímica envolve a necessidade da obtenção de 
dados estruturais precisos sobre a estrutura tridimensional completa de biomoléculas como 
proteínas, polissacarídeos, glicoproteínas, lipoproteínas e, em alguns casos, glicolipídeos. Para a 
elucidação completa das estruturas tridimensionais refinadas de macromoléculas são necessários 
dados experimentais que forneçam uma resolução próxima à da resolução atômica, dados estes 
que são fornecidos quase que exclusivamente por duas técnicas físico-químicas: Cristalografia 
por difração de raio X e espectroscopia de RMN (SNYDER et al., 2005). O estudo da estrutura 






de RMN fornece resultados mais aproximados no que concerne ao comportamento dessas 
macromoléculas no ambiente intra e extracelular. A técnica de espectroscopia de RMN não 
depende da obtenção de cristais das macromoléculas, assim a aquisição dos dados pode ser 
realizada em condições fisiológicas similares às do ambiente funcional da macromolécula (JUNG 
e LEE, 2004; KOVACS et al., 2005). 
Assim, este trabalho tem como objetivo descrever técnicas para isolamento de 
oligossacarídeos do leite humano de forma a possibilitar a avaliação de suas atividades pró/anti-
inflamatórias, caracterizar a estrutura tridimensional destes HMOs, em especial do 2´-FL, em 





2.1. LEITE HUMANO  
 Considerado como pioneiro na área de estudo de carboidratos do leite está o trabalho 
conduzido Polonvski e Lespagonol em 1930. Estes a autores isolaram um oligossacarídeo redutor 
levorotatório, que os mesmos nomearam de gynolactose. A partir deste trabalho, vários 
laboratórios ao longo do mundo têm direcionado seus esforços em descrever oligossacarídeos 
provenientes do leite de vários tipos de mamíferos. (HUESO et al., 2005). 
O leite é definido como uma secreção de pH neutro proveniente da glândula mamária de 
mamíferos, sendo uma emulsão de gorduras em água, estabilizada por uma dispersão coloidal de 
proteínas em uma solução de sais, vitaminas, peptídeos, lactose, oligossacarídeos, caseínas e 
outras proteínas. Além disto, contém, também, enzimas, anticorpos, hormônios, pigmentos, 
células, gases e nitrogênio (ABREU, 2008). Para o mamífero recém-nascido é sua fonte 
fundamental de nutrientes e o de cada espécie é especificamente desenvolvido para suprir todas 
as necessidades de sua prole, sendo assim um alimento completo e específico para cada espécie 
(EMMETT; ROGERS, 1997). Contêm diferentes fatores antimicrobianos que protegem o neonato 
contra infecções sendo assim crucial para a sua sobrevivência enquanto está em fase inicial de 
desenvolvimento. O principal fator transferido para o leite são as imunoglobulinas, oriundas de 






proteínas (lactoferrina e lisozimas), glicolipídeos e carboidratos (NEWBURG, 1996). Sendo 
assim, o aleitamento materno fortalece a imunidade, mantém o crescimento e desenvolvimento 
normais, melhora o processo digestivo no sistema gastrointestinal, favorece o vínculo mãe-filho 
e facilita o desenvolvimento emocional, cognitivo e do sistema nervoso (HUESO et al., 2005). 
Já o conteúdo de carboidratos do leite, apesar de ter sido considerado no passado 
principalmente pelo ponto de vista energético, vem atualmente sendo colocado em debate pelo 
seu possível papel como alimento funcional de defesa do neonato (HUESO et al., 2005). Tanto 
que bebês que receberam amamentação apresentam menor risco de doenças infecciosas e 
inflamatórias, já que além dos nutrientes, o leite humano contém moléculas que modulam sua 
maturação imunológica e o desenvolvimento de sua mucosa intestinal. Além disso, a 
concentração de lactose parece apresentar relação com o desenvolvimento do sistema nervoso 
central (NEWBURG, 2015).  Sendo o principal constituinte, na maioria dos mamíferos 
placentários, o dissacarídeo lactose apresenta concentração variável no leite de acordo com a 
espécie de mamífero. O conteúdo de lactose no leite humano varia de 62 a 67 g/L enquanto o leite 
bovino apresenta 45 a 50 g/L (Figura 1), enquanto nos elefantes 25 a 30 g/L (HUESO et al., 2005; 
KUNZ, 1999). Diferentes mamíferos apresentam características distintas na composição de seus 
leites, por exemplo, o leite de marsupiais não contem lactose livre, mas sim sacarídeos derivados 
de 3’galactosil-lactose, já o leite de monotremos (mamíferos cujo desenvolvimento embrionário 
ocorre em ovos) contém baixo conteúdo de lactose e altas concentrações de oligossacarídeos. Os 
equidinas, por sua vez, secretam somente de 8% lactose, com o restante da composição possuindo 
50% de sialillactose, 26% fucosillactose, e 13% de difucosillactose, enquanto o leite do 
onitorrinco apresenta alta concentração de difucosillactose (HUESO et al., 2005).  
 








2.2. OLIGOSSACARÍDEOS DO LEITE HUMANO (HMOs) 
O leite humano é único em seu conteúdo de oligossacarídeos (12 a 14 g/L), incluindo tanto 
neutros (90%) quanto sialilados (10%) na sua composição, sendo comparável somente, tanto 
qualitativamente quanto quantitativamente, ao do elefante asiático. Os oligossacarídeos se 
apresentam como o terceiro componente sólido mais presente no leite humano, ficando atrás 
somente da lactose e da gordura, e apresenta uma concentração maior até mesmo que a de 
proteínas, sendo seu conteúdo quase o dobro no colostro (22 a 24g/L) (NEWBURG, 1996; KUNZ 
et al., 1999). 
Denominados como HMOs, estes são abundantemente encontrados no leite humano e são 
indigeríveis pelos humanos (SMILOWITZ et al., 2014). Estes sacarídeos presentes no leite são 
principalmente derivados da lactose, quase todos contendo este dissacarídeo em seu terminal 
redutor (NEWBURG, 1996). 
Mais de 100 diferentes tipos de oligossacarídeos ácidos e neutros já foram descritos (EGGE, 
1993). Porém, estudos mais recentes utilizando MALDI-MS (espectrometria de massa através de 
ionização e dessorção por laser assistida por matriz) apresentam a possibilidade de que os 
oligossacarídeos naturalmente encontrados no leite humano possam envolver aproximadamente 
900 estruturas moleculares diferentes (STHAL, 1994). 
Presentes no leite em sua forma livre, os oligossacarídeos estão presentes nas glicoproteínas 
e glicolipídeos dos eritrócitos, em tecidos e nos fluidos biológicos - como na saliva, no plasma e 
nas secreções. Estes apresentam relação com os carboidratos que contem antígenos do grupo 
sanguíneo de Lewis e do sistema secretor, que são sintetizados por fucosiltransferases em um 
processo parcialmente determinado geneticamente (EGGE, 1993). Várias glicosiltransferases 
adicionam uma diversidade de sacarídeos à estrutura da lactose para assim produzirem 
oligossacarídeos complexos. Estas glicosiltransferases, ou outras enzimas com função 
semelhante, são citadas como sendo as principais responsáveis pela síntese de glicolipídeos e 
glicoproteínas nas células epiteliais, sendo assim determinantes para a homologia entre a 
superfície celular e os oligossacarídeos do leite (NEWBURG, 1997). Estas enzimas parecem ser 
ativadas com o passar da lactação, já que a excreção de oligossacarídeos se mostra diferente 
quando se compara o período da gravidez com o período da amamentação (HALLGREN et al., 
1977).  
D-glucose (Glc), D-galactose (Gal), L-fucose (Fuc), N-acetilglucosamina (GlcNAc), N-






oligossacarídeos do leite (EGGE, 1993). O ácido N-acetilneuramínico (Neu5Ac) se apresenta 
como o ácido siálico predominante entre os oligossacarídeos do leite, apesar de ocasionalmente, 
o ácido N-glicolilneuramínico (Neu5Gc) (VEH et al., 1981) e ácido 4-, 7-, ou 8-O-acetil-N-
acetilneuraminico, serem também encontrados (MESSER, 1974). 
Os oligossacarídeos são produzidos nos seios da nutriz, nas células que compõem as 
glândulas mamárias, dentro do Complexo de Golgi. O passo inicial é a síntese da lactose, sendo 
este processo regulado pela alfa-lactalbumina, que regula a atividade da enzima 
galactosiltransferase. A partir da reação entre uma UDP-galactose (uridina difosfato galactose) e 
uma glucose se forma então uma molécula de lactose. A lactose serve, assim, como um precursor 
para outras transferases (galactosil, N-acetilglucosaminil, fucosil e sialil) adicionarem 
monossacarídeos, e formar então os oligossacarídeos. Em baixas concentrações de alfa-
lactalbumina a enzima galactosiltransferase apresenta baixa capacidade de usar a D-glucose como 
aceptor. Já com a presença de alfa-lactalbumina no meio, a reação inicial é estimulada e a glucose 
é assim ligada a galactose, formando assim a lactose. Além disto, a produção de lactose e 
oligossacarídeos apresenta relação inversa com o tempo de lactação, com a alta produção de 
oligossacarídeos ocorrendo predominantemente no início da lactação (Tabela 1) (BECKER, 
2003). 
A lactose pode ser enzimaticamente alongada através da incorporação de GlcNAc a um 
resíduo de Gal em ligações do tipo β1→3 ou β1→6, e após isto poderão ser adicionadas outras 
Gal a estas estruturas principais em ligações do tipo β1→3 ou β1→4 (Figura 2).  Outro tipo de 
variação estrutural ocorre a partir de ligações posteriores de Fuc, conectadas por ligações α1→2, 
α1→3 ou α1→4, e/ou ácido siálico em ligações α2→3 ou α2→6 em posições terminais, 
completando o processo de síntese de oligossacarídeos (Figura 2) (KUNZ; RUDLOFF, 1993; 
TOTTEN et al., 2012). O grau de polimerização destes monômeros varia de 3 
(monofucosillactoses ou monosialillactoses) a 13 (pentafucosilacto-N-octaoses) (STAHL, et al., 
1994). A proporção entre os oligossacarídeos fucosilados, sialilados e não-sialilados neutros no 
leite humano é apresentada como sendo de 35-50%, 12-14%, 42-55%, respectivamente (TOTTEN 







Figura 2. Estruturas dos principais oligossacarídeos do leite humano. FONTE: SMILOWITZ 
2014  
 
Tabela 1. Concentrações de HMOs neutros em diferentes estágios de amamentação. FONTE: 
SMILOWITZ 2014 
2.3 VIAS DE BIOSSÍNTESE DE FUCOSE 
L-fucose (6-desoxi-L-galactose) é um monossacarídeo distinto dos principais açúcares de 6 
carbonos, já que além de não apresentar hidroxila na posição 6 (C-6) ainda possui a configuração 
L como sua forma mais comum. Este sacarídeo também é comumente encontrado como 






estarem presente em quantidades mínimas na dieta dos seres humanos (MOLONEY; 
HALTIWANGER, 1999).  
Modificações específicas em porções terminais de glicanos podem conferir funções únicas 
aos oligossacarídeos. Entre estas modificações, uma que ocorre com relativa frequência, a 
fucosilação, tem sido apresentada como importante em uma ampla variedade de processos 
biológicos (STAUDACHER et al., 1999). Interações proteínas-carboidratos podem estar 
envolvidas na regulação do reconhecimento da zona pelúcida pelo espermatozoide, onde o 
epítopo tetrassacarídeo Fucα1→2Galβ1→3(Fucα1,4)GlcNAc está presente (SINOWATZ, 1998; 
LUCAS, 1994) Glicanas fucosiladas também apresentam função na adesão celular mediada por 
selectinas. Vários estudos indicam que carboidratos α1→3-fucosilados e suas variações sulfatadas 
ou sialiladas funcionam como ligantes para as selectinas (LOWE, 1994). Células neoplásicas, por 
exemplo, geralmente apresentam modificações no padrão de glicosilação de proteínas, exibindo 
diferenças em relação aos padrões de ramificação e, na maioria das vezes, também de composição 
oligossacarídica distintos das células não-tumorigênicas (MURAMATSU, 1993).  Por ser 
importante em processos de adesão e processos patológicos, onde eventos de reconhecimento, 
invasões virais, bacterianas e de parasitas apresentam relação com estes sacarídeos, atualmente 
tem se dado grande importância a esta área de estudo (LITINSKI, 1998). 
Todas as fucosiltransferases utilizam GDP-fucose (guanosina difosfato fucose) para a 
construção de oligossacarídeos fucosilados (BECKER, 2003). Esta forma ativada pelo 
nucleotídeo GDP (guanosina difosfato), onde o GDP se apresenta como um bom grupo de saída, 
torna a reação a favor da síntese do produto (DAVIES, 2001). Duas vias de síntese já foram 
descritas para a síntese da GDP-fucose no citosol para praticamente todas as células de mamíferos. 
Estas são descritas como via “de novo” e via de salvamento (TONETTI et al., 1998). A via “de 
novo” transforma GDP-manose (guanosina difosfato manose) em GDP-fucose através de três 
reações enzimáticas realizadas por duas proteínas, a GDP-manose 4,6-desidratase (GMD) e GDP-
ceto-6-desoximanose 3,5-epimerase, 4-redutase, também conhecidas como proteína FX. 
(TONETTI et al., 1996). Já a via de salvamento sintetiza GDP-fucose através de fucose livre 
derivada de fonte extracelular ou lisossomal. Estudos quantitativos em células da linhagem HeLa 
indicam que mais de 90% da síntese de GDP-fucose é derivada da via “de novo”, mesmo em 
células em que a fucose radiomarcada foi adicionada ao meio (BECKER 2003).  
A via “de novo” para biosíntese de GDP-fucose foi proposta há aproximadamente 40 anos 
atrás por Victor Ginsburg, o qual em seu trabalho pioneiro demonstrou que a GDP-manose era 






(GINSBURG, 1960). A primeira reação na via “de novo” é feita pela GMD, que converte GDP-
manose a GDP-4-ceto-6-desoximanose através da oxidação do grupamento hidroxila no carbono 
4 do anel de manose, acompanhada da redução de outro grupamento hidroxila em C6. GDP-4-
ceto-6-desoximanose produzida pela GMD é, então, convertida a GDP-fucose por uma enzima 
com dupla funcionalidade, tanto de epimerase quanto de redutase, a proteína FX. Na primeira 
reação o grupamento hidroxila em C3 e o grupamento C5 da manose são epimerizados para assim 
gerar GDP-4-ceto-6-desoxigalactose. A atividade redutase da proteína FX então cataliza a 
transferência de um hidreto do dinucleotídeo de adenina niconitinamida fosfato (NADPH) para o 
C4, gerando assim GDP-fucose (BECKER 2003) (Figura 3). 
A nível de regulação, a molécula de GDP-fucose se mostra como um importante inibidor 
para a GMD, assim demonstrando um modelo de feedback clássico pelo produto final da via. 
Além disto, transcritos de GMD são expressos na maioria, senão em todos os tecidos humanos, 
apesar de haver diferenças consideráveis nos níveis de transcrição (SULLIVAN et al., 1998) 
A via do salvamento, tida como uma via alternativa para a síntese de GDP-fucose, foi 
primeiro demonstrada por estudos onde a fucose, previamente marcada radiologicamente, foi 
administrada a ratos e adicionadas ao meio de cultura de células HeLa, onde nos experimentos 
ficou claro que a fucose é diretamente incorporada nas glicoproteínas e apresenta baixa conversão 
para outros tipos de sacarídeos, indicando assim que a fucose pode ser diretamente “ativada” a 
GDP-fucose por uma via independente da GDP-manose (COFFEY et al., 1964; KAUFMAN; 
GINSBURG, 1968). Com isso ficou demonstrado que a fucose livre é transportada através da 
membrana para o citosol, apesar de pouco se saber sobre seu sistema de transporte, que aparenta 
ser específico para fucose e mediado por difusão facilitada (WIESE et al., 1994). Outros estudos 
mostram que a fucose poderia competir com outros compotos de baixo peso molecular, como 
glicídeos e polióis, por mecanismos de transporte, por exemplo, o mio-inisotol (YOREK et al., 
1993). Além disto, a fucose livre pode ser derivada do catabolismo de glicoproteínas e 
glicolipídeos pelas fucosidases nos lisossomas e seu efluxo parece ocorrer por um mecanismo de 
difusão facilitada onde múltiplos açúcares neutros também são transportados (JHONSON; 
ALHADEFF, 1991; MICHALSKI; KLEIN; 1999). Este transporte parece ser mediado por mais 
de um mecanismo, já que após a utilização de cytochalasin B – um inibidor do efluxo de 
monossacarídeos lisossomal – a fucose teve uma inibição relativamente menor que a glucose 
(JONAS et al., 1990). A partir de algumas destas formas de entrada da fucose no citosol, este 
monossacarídeo é então convertido à GDP-fucose em uma via de duas etapas, primeiramente 






catalisa a condensação reversível de fucose-1-fosfato ao produto, GDP-fucose (BECKER 2003). 
(Figura 3).  
 
Figura 3. Biossíntese da fucose. FONTE: BECKER, 2013 
 
2.4 BIOSÍNTESE DE HMOs FUCOSILADOS 
A partir dos processos de síntese de lactose e da moeda de fucose, já descritos 
anteriormente, a GDP-fucose presente no citosol, a partir de ambas as vias biossintéticas, deve 
entrar no Complexo de Golgi onde irá servir assim como substrato para síntese de 
glicoconjugados fucosilados (BECKER, 2003). A entrada de GDP-fucose pelo Complexo de 
Golgi é realizada através de transporte específico que é acoplado a um sistema do tipo antiporte 
de GMP ao citosol (CAPASSO; HIRSCHBERG, 1984). HMOs fucosilados são formados a partir 
da ligação de resíduos de fucose na posição α(1→2) a Gal terminais e/ou na posição α(1→3) no 
terminal redutor da glucose. Oligossacarídeos fucosilados representam a maior parte do total de 
HMOs, pelo menos em mulheres com o loci secretor ativo (SE gene codificando α1→2-
fucosiltransferase FUT2 e LE gene codificando a α1→3/4-fucosiltransferase FUT3). Em 
contraste, mulheres consideradas não secretoras, assim não contendo a enzima FUT2 em forma 
funcional, não apresentam α(1→2)- HMOs fucosilados. Já o leite de mulheres LE-negativas não 
apresentam HMOs com ligações específicas em α(1→4), por exemplo, o LNFP-II (lacto-N-






Variações geográficas no conteúdo de oligossacarídeos do leite humano têm sido 
descritas. Por exemplo, a presença do trissacarídeo 2`FL (2-fucosillactose) foi encontrado em 
100% do leite de mulheres de origem Sueca e Mexicana. Enquanto, somente 46% das mulheres 
Filipinas apresentaram este oligossacarídeo em seu leite. Isto claramente demonstra a influência 
da variação genética na síntese dos HMOs (HENNET et al., 2014).  
 
2.5 ATIVIDADES ATRIBUÍDAS AOS HMO´s 
Abundantemente encontrados no leite humano e indigeríveis pelos humanos os HMOs 
(SMILOWITZ et al., 2014) apresentam diversas e distintas ações no corpo humano. Sendo assim, 
vários autores não os consideram como fonte energética, já que não são digeridos nem por 
enzimas presentes no leite nem por enzimas presentes na mucosa intestinal, e por isto não são 
considerados nutricionalmente disponíveis (McVEAGH, 1997). Estes resultados foram 
confirmados por Gnoth e colaboradores (2000) e Engfer e colaboradores (2000), que mostraram 
que os oligossacarídeos do leite humano não são, ou são apenas minimamente digeridos pela 
amilase salivar humana, enzimas pancreáticas - tanto porcinas quanto humanas - e por 
preparações designadas como borda em escova (buscando mimetizar o intestino humano).  
Evidências sugerem pelo menos três principais funções destes açúcares: primeiramente, eles 
promovem o crescimento da microbiota, geralmente dominada por bifidobactérias; segundo, 
HMOs (principalmente as estruturas fucosiladas) imitam as glicanas de superfície das células 
hospedeiras funcionando assim como receptores solúveis análogos que competem contra a 
mucosa intestinal pela ligação bacteriana, prevenindo assim a adesão do patógeno e sua possível 
translocação; em terceiro, as glicanas do leite promovem a defesa do hospedeiro a partir da 
modulação da imunidade (SMILOWITZ, et al., 2014) (Figura 4). 
1. AÇÃO PREBIÓTICA: oligossacarídeos do leite humano são fontes de energia e de 
carbono preferencialmente utilizadas por bactérias benéficas, como as bifidobactérias, 
as quais irão utilizar estes compostos para então produzir ácido láctico e ácidos graxos 
de cadeia curta que irão diminuir o pH do estomago, tornando-o menos favorável ao 
crescimento de patógenos. O crescimento predominante e a colonização pelas 
bifidobactérias permite que elas concorram com os patógenos pela limitada 
disponibilidade de nutrientes no intestino. Esta é tida como a função nutricional mais 






epitelial e fazem o que os tornam menos disponíveis para a ligação de patógenos 
(GERMAN 2008; BODE, 2015). 
  
2. FUNÇÃO ANTI-ADESIVA MICROBIANA: HMOs mimetizam a estrutura de glicanos 
presentes na superfície do epitélio do trato gastrointestinal e servem assim, como 
receptores solúveis para bactérias patogênicas, diminuindo desta forma sua possibilidade 
de ligação e consequente colonização da parede do trato gastrointestinal. Além desta 
função, onde os HMOs diminuem o risco de infecções virais, bacterianas, e por 
protozoários, eles podem servir como inibidores da liberação de toxinas liberadas por 
bactérias patogênicas (BODE, 2012; BODE, 2015). 
 
3. AÇÃO IMUNOMODULADORA: Evidências têm demonstrado que HMOs podem 
modular respostas de células imunes e epiteliais. Vários estudos têm mostrado atividade 
imunomoduladora de diversos tipos destes oligossacarídeos em diferentes tipos de células 
e situações patológicas. Por exemplo, alguns destes HMOs podem influenciar diretamente 
as funções do epitélio intestinal e reduzirem excessivas ativações e infiltrações de 
leucócitos nas mucosas, fato este que pode diminuir a probabilidade de que ocorram 
doenças inflamatórias (BODE, 2012; BODE, 2015).  
Além destas três funções, a função de prover nutrientes para o cérebro também tem sido 
descrita. Alguns HMOs, principalmente os sialilados, poderiam estar também envolvidos na 
síntese dos gangliosídeos – ao prover a moeda de ácido siálico para a síntese destes glicolipídeos. 
Além de disponibiliza-lo para a síntese de glicoproteínas, que apresenta importante função para 







Figura 4. Principais ações dos oligossacarídeos do leite. FONTE: KUNZ, 2014. 
O estudo dos HMOs e a relevância dos mesmos para a saúde humana têm sido visto como 
um campo com grandes possibilidades, já que recentes avanços tanto em instrumentação quanto 
em técnicas analíticas têm permitido pesquisadores estudarem um maior número de situações e 
variações amostrais em processo de amamentação. Além disto, detecções e quantificações mais 
apuradas de componentes majoritários e minoritários do leite humano têm mostrado grande 
evolução (BODE, 2015). 
 
2.6. ABSORÇÃO DE HMOs  
Um pré-requisito para que algumas das ações fisiológicas destes oligossacarídeos ocorram é 
que estes permanecem indigeridos até o intestino delgado, para que assim sejam absorvidos e 
exerçam as atividades descritas acima. (GNOTH et al., 2000).  Pensando nisto, o raciocínio parte 
do princípio que um forte indicativo seria a detecção de HMOs nas fezes e na urina. Assim estudos 
como os de Coppa e colaboradores (2001) e Rudlloff e colaboradores (1996), vieram comprovar 
que a excreção urinária destes oligossacarídeos realmente ocorre. No trabalho de Rudloff, o autor 
e seus colaboradores concluem que como a síntese dos oligossacarídeos derivados de lactose é 
exclusiva da glândula mamária, o aparecimento destas moléculas na urina de 9 bebes, em processo 
de amamentação, seria um indicador da absorção intestinal deste grupo de sacarídeos. Já Gnoth e 
colaboradores, em seu estudo inovador em 2010, discutem que apesar do trato alimentar do 






incapaz de quebrar ligações entre carboidratos contendo fucose, ácido N-acetil-neuramínico e N-
acetilglucosamina, porém que pouco se conhecia sobre o comportamento destas moléculas em 
baixos pHs. Com isto, neste estudo a fração oligossacarídica foi analisada a partir da metodologia 
de cromatografia aniônica de exclusão de alta resolução com detecção por pulso amperométrico 
(HPAEC-PAD) assim como por TLC (cromatografia em camada delgada), após ter sido incubada 
a 37 ºC durante 2 horas com amilase salivar humana, amilase pancreática porcina e células do 
intestino delgado isoladas de porco (BBMV). Além disto, para verificar a interferência do baixo 
pH encontrado no TGI, as soluções contendo HMOs foram ajustadas ao pH de 2,5. A partir da 
análise do conteúdo final destas soluções contendo oligossacarídeos do leite humano, os autores 
concluem que menos de 5% dos oligossacarídeos são digeridos no trato intestinal. 
Estudos mais atuais confirmam a presença de HMOs no plasma de bebes amamentados. 
Goehring e colaboradores em 2014 demonstraram que concentrações mensuráveis (1,66mg/L) no 
caso do 2`FL são detectáveis no plasma destas crianças, demonstrando também forte correlação 
com as concentrações ingeridas através do leite humano. 
 
2.7 PROPRIEDADES PRÓ/ANTI-INFLAMATÓRIAS DO 2´-FL E LDFT 
A mucosa intestinal serve como forma de proteção contra infecções oriundas de patógenos 
e contra processos autoimunes, sendo estes, respectivamente, processos induzidos por epítopos 
exógenos e endógenos (MANNICK; UDALL, 1996; BAILEY et al., 2005). Em estudos in vivo 
onde a colite intestinal é induzida experimentalmente, células epiteliais liberam citocinas como 
IL-1β (Interleucina 1β), IL6 (Interleucina 6), IL8 (Interleucina 8), TGF-β (Fator de transformação 
do crescimento β). A produção de versões proinflamatórias de citocinas, como a quimioatratora 
IL-8, a partir de células epiteliais podem causar maiores efeitos em macrófagos e neutrófilos. 
Além disto, variações no balanço das citocinas podem levar ao estímulo de macrófagos, 
ocasionando assim em uma maior produção de citocinas inflamatórias as quais irão influenciar 
uma resposta dos linfócitos T. A secreção de citocinas próinflamatórias em resposta ao 
lipopolissacarídeo derivado da parede bacteriana de bactérias gram negativas ou por componentes 
dietéticos são fatores já conhecidos no desenvolvimento e progressão de inflamação intestinal. 
(MORENO; SANZ, 2014).  
Também já é conhecida a capacidade dos HMOs em modular a atividade inflamatória a partir 
de seu envolvimento com as vias deste processo. Oligossacarídeos presentes no colostro modulam 
a atividade dos receptores: Toll-like receptor 3 (TLR3), Toll-like receptor 5 (TLR5) e interleucina 






associados a patógenos (PAMPs). Este tipo de reconhecimento pelos PAMPs realizado através 
do reconhecimento de padrões por receptores (PPRs), incluem os receptores do tipo Toll-like 
(TLRs) e receptores do tipo nod-like, um mecanismo primário no qual células epiteliais intestinais 
interagem com a microbiota. Ao interagir com ligantes microespecíficos, os PPRs iniciam vias de 
transdução de sinais, as quais levam a ativação, posteriormente, de fatores de transcrição 
nucleares que modulam o controle da expressão gênica de genes específicos na transcrição de 
citocinas e quimiocinas proinflamatórias relacionadas ao sistema imune inato e adaptativo. A 
membrana externa de bactérias gram negativas contem lipopolisacarídeos (LPS), um glicolípideo 
PAMP, que gera uma forte e imediata resposta próinflamatória em células de mamíferos. O 
receptor de LPS é um complexo que compreende diferentes proteínas: proteína de ligação a LPS, 
MD2, CD14 e TLR4. Após o reconhecimento do LPS, o receptor do Toll-like 4 oligomeriza e 
recruta proteínas TIR (Toll-IL-1 receptor) domains, como o MyD88 (gene de resposta primária a 
diferenciação mielóide), promovendo assim cascatas que induzem a ativação de NF-κB e sua 
consequente translocação para o núcleo, o que irá assim levar a expressão de citocínas. Esta 
resposta primária à invasão de patógenos bloqueia a circulação de patógenos dentro do corpo e 
ajuda na limpeza de organismos microbianos. Além disto, a excessiva indução da inflamação pelo 
LPS é componente principal de situações patológicas derivadas de infecções (HE et al., 2016).  
O 2´-FL (Figura 5), como mostrado He e colaboradores em 2016, possui a capacidade de 
atenuar a via inflamatória. A elevação da expressão de IL-8 ocasionada por LPS derivada de E. 
coli é inibida por este trissacarídeo. O 2´-FL atenua a expressão de CD14, “bloqueando” a 
liberação de IL-8. A especificidade desta inibição é ilustrada a partir da inabilidade de outros 
HMOs, como o 6´-SL (6´-sialillactose), LNFP 1 (lacto-Nfucopentaose tipo 1), TFiLNO 
(Trifucosil (1,2-1,2-1,3)-iso-lacto-N-octoase), 3´-SL (3´-sialillactose), e mesmo o 3-FL, um 
isômero posicional do 2´-FL, em apresentarem capacidade anti-inflamatória similar em suas 
concentrações fisiológicas. Esses resultados se mostram consistentes com a modulação da 
expressão de CD14 pelo 2´-FL em células IEC (linhagem de células epiteliais intestinais). Neste 
artigo, a capacidade de inibição da inflamação foi confirmada em ensaios utilizando o modelo de 
ratos infectados AIEC (E. coli invasão aderente). O tratamento de IECs com 2’FL leva ao aumento 
da expressão de SOCS2 (supressor da sinalização por citocinas) e a fosforilação de STAT3. Além 
disto, atenua tanto a transcrição quanto a tradução do CD14 associado a células, levando assim a 
um bloqueio da resposta inflamatória típica, assim modulando a indução de IL-8 gerada por LPS, 
já que CD14 participa de forma central no reconhecimento por LPS. Juntos, LPS, TLR4 e CD14 






2´-FL só se mostra válida para o aumento de IL-8 ocasionado por infecção.  (Figura 6) (HE et al., 
2016). 
 
Figura 5. Estrutura 2´-FL. FONTE: KJÆRULFF, 2016 
 
 
Figura 6. Mecanismo proposto para modulação da inflamação através da ação do 2´-FL. 






Sendo assim, He e seu grupo de pesquisa em 2016 concluem que HMOs podem representar 
uma nova categoria de agentes profiláticos e terapêuticos e apresentam o 2´-FL como um 
candidato inicial para testes clínicos que busquem bloquear a inflamação mediada por LPS. 
 Em outro estudo marcante na história dos HMOs, Newburg e colaboradores em 2016, 
mostraram que dentro de vários oligossacarídeos do leite humano testados, somente o LDFT 
apresentou redução do sCD40L (ligante solúvel ao CD40) em uma resposta dose dependente. O 
sCD40L está presente na circulação, em linfócitos T e nas plaquetas. Nas plaquetas, moléculas de 
CD40L (ligante do cluster de diferenciação 40) estocadas são externalizadas após ativação destas 
células. As plaquetas também expressam CD40, o qual pode interagir com CD40L expresso pelas 
próprias plaquetas e induzirem a liberação de sCD40L, seu ligante solúvel, além disto está 
liberação pode levar esta forma solúvel a interagir com outras moléculas que expressam CD40, 
incluindo neutrófilos e células endoteliais promovendo assim inflamação vascular (NEWBURG, 
2016).  
Além disto, o LDFT apresentou uma redução substancial de RANTES (regulador da 
atividade normal de célula T expressa e secretada) liberados pelas plaquetas (NEWBURG, 2016). 
RANTES é uma molécula anti-inflamatória que possui potente atividade de quimiocina, 
promovendo assim a migração leucocitária e tem quantidade significativa liberada por plaquetas 
em sua forma ativada. Quando células T positivas para CD40L levam a ativação plaquetária 
mediada por CD40, a liberação resultante de RANTES pelas plaquetas pode promover 
subsequente amplificação imune. RANTES derivada das plaquetas também induzem adesão 
leucocitária na superfície endotelial através da via CD40-CD40L (DANESE et al. 2015). 
A liberação de sCD40L ocasionada pela ativação das plaquetas pode induzir a secreção de 
RANTES em uma cascata autoinflamatória, onde a inibição de pelo menos um, mas 
provavelmente os dois, aspectos deste processo é feita pelo LDFT. Além desta etapa, o LDFT 
mostrou capacidade, de forma dose dependente, de diminuir a adesão plaquetária mediada por 
colágeno (NEWBURG et al., 2016).  
 
2.8. ANÁLISE E CARACTERIZAÇÃO DE HMOs 
2.8.1 ISOLAMENTO 
A etapa inicial comumente utilizada para obtenção de oligossacarídeos do leite humano é a 






térmico prévio, levando as amostras de leite à 70 ºC por 30 minutos, com o objetivo de eliminar 
possíveis vírus contaminantes presentes. Porém, tratamentos deste tipo devem ser evitados 
visando preservar a integridade destes oligossacarídeos. A gordura é facilmente eliminada por 
centrifugação em baixa temperatura e posterior filtração de lipídeos sólidos onde as condições de 
centrifugação variam consideravelmente de autor para autor. Apesar de Kobota, um dos primeiros 
pesquisadores a trabalhar com técnicas de isolamento de HMOs, utilizar 15 minutos de 
centrifigução em 100 × g à 2°C ao isolar tais carboidratos de 1 litro de leite (KOBOTA, 1972), a 
literatura mostra que outros pesquisadores geralmente utilizam velocidades mais altas entre 2000-
15.000 × g e tempos mais longos de centrifugação. Já as proteínas podem ser precipitadas 
utilizando etanol 66% ou por acetona previamente gelada. Ácido tricloroacético (TCA) aquoso 
na concentração de 24% (v/v) também pode ser utilizado, como demonstrado por Nesser e 
colaboradores (1991), porém com posterior centrifugação durante 15 minutos. Um dos métodos 
mais utilizados para eliminação de proteínas é a ultrafiltração, onde o leite previamente 
deslipidificado é filtrado através de membranas, que podem variar em tamanho. Além disto, 
alguns autores têm optado por método de única etapa, o qual tanto deslipidifica como retira a 
proteína. Este método pode ser feito através de centrifugação através de um sistema de separação 
em membrana de 10.000 Da por 2 h a 15-18°C. Como alguns peptídeos podem apresentar massa 
molecular muita baixa, muitas vezes próximas das massas dos oligossacarídeos, à cromatografia 
de papel tem sido apresentada como um método para filtração destes peptídeos e também de sais. 
Para a separação em glicoproteínas, peptídeos e HMOs o método de gel filtração (Superdex 200) 
por cromatagrafia líquida pode ser usado, e oligossacarídeos de baixa massa molecular (10 kDa) 
podem ser extraídos. Outras colunas como a Sephadex G-25 também são muito utilizadas para a 
eliminação de resíduos de proteínas e peptídeos (HUESO et al, 2005). 
 Quando técnicas de HPLC (cromatografia líquida de alta desempenho) são utilizadas para 
identificação de frações contendo oligossacarídeos, alguns autores utilizam “micrométodo”, no 
qual baixíssimas concentrações de leite (1 mL) são misturadas diretamente ao solvente 
acetonitrila antes de qualquer processo anterior e assim injetado diretamente (HUESO et al., 
2005). 
A presença de altas concentrações de lactose pode se tornar um obstáculo para a purificação 
da fração oligossacarídica. Apesar de uma grande quantidade de lactose precipitar junto com as 
proteínas, muitas vezes outras etapas de purificação são necessárias para prevenir interferência 
deste dissacarídeo nos métodos analíticos (HUESO et al., 2005). Repetidas cristalizações da 






volume inicial de lactose (EGGE et al., 1983). Esta metodologia pode ser explicada a partir de 
conceitos bioquímicos básicos, onde a diferença de solubilidade dos isômeros (estes apresentam 
equilíbrio em solução de 62,7% na forma beta e 37,3% na forma alfa a 20 ºC), 7g e 50g por 100g 
de água em 20 ºC, respectivamente, irá levar a cristalização da forma alfa da lactose quando se 
diminuir o volume total do leite já deslipidificado e desproteinado. (FOX et al., 2015). Membranas 
de acetato de celulose para nanofiltração também têm sido utilizadas buscando separar a lactose 
dos trissacarídeos que acabam co-eluindo. Quando utilizada à cromatografia por gel permeação 
visando a separação de diferentes frações de oligossacarídeos, a lactose pode ser separada em uma 
destas frações. O uso deste método tem sido altamente descrito na literatura, onde as principais 
fases estacionárias utilizadas têm sido: Bio-Gel P4,48 Bio-Gel P2, Toyopearl HW 40 (S), 
Sephadex G-25. Outra possibilidade é a eluição em coluna de carvão (cromatografia por 
adsorção). Já como tratamento enzimático, a utilização de β-galactosidase (37°C, em agitador 
durante a noite) tem sido utilizada, o que leva a hidrólise da lactose e consequentemente gera uma 
solução, após ultrafiltração para retirada da enzima, de glucose, galactose, e dos oligossacarídeos. 
(HUESO et al, 2005).  
 
2.8.2 SEPARAÇÃO DOS DIFERENTES COMPONENTES OLIGOSSACARÍDICOS 
Apesar de a utilização da cromatografia em papel ser historicamente muito utilizada na área 
de carboidratos, a técnica de cromatografia de troca iônica apresenta a capacidade de separar 
oligossacarídeos neutros de ácidos e, por isto, vem sendo altamente utilizada para a separação de 
HMOs. Dowex 1-X4 em forma de acetato, Dowex 1-X2 em forma de acetato, AG 1-X2 em forma 
de acetato, DEAE Sephadex A25, ou troca iônica FPLC (Resource Q,9) se apresentam como fases 
estacionárias que já demonstraram êxito para este objetivo. DEAE-celulose e cromatografia de 
gel permeação também têm sido utilizadas quando o objetivo é separar misturas que contenham 
oligossacarídeos contendo ácido siálico, porém esta última tem sido mais utilizada quando se 
objetivo separar HMOs neutros de diferentes tamanhos através de eluição com água destilada 
(HUESO et al., 2005). Já o uso de Fractogel TSK HW 40 (S) gera cinco frações de 
fucosiloligossacarídeos (monofucosillactoses, difucosillactose, lacto-N-tetraoses, 
monofucosillacto-N-tetraoses, e difucosillacto-N-tetraoses), uma grande fração oligossacarídica 
neutra e uma fração restante de lactose através da eluição com água. Outra fração com 
sialiloligossacarídeos com pequena interferência de moléculas não oligossacarídicas pode ser 
obtida a partir da eluição com 25mM de acetato de amônia (THURL et al., 1993; STHAL et al., 






isolamento de frações ácidas distintas. Além disto, Fractogel TSK HW 50 (S) também tem sido 
utilizada com este objetivo (HUESO et al., 2005). 
 Utilização posterior de Biogel P4, após o isolamento de oligossacarídeos neutros, pode ser 
utilizada com o objetivo de separar estes oligosscarídeos sem carga por tamanho. Durante todo o 
processo, cromatografia em camada delgada se apresenta como uma técnica prática e eficaz para 
a monitoração do conteúdo oligossacarídico e avaliação da composição das frações contendo 
carboidratos. Placas de HPTLC feitas de sílica também podem se apresentar como uma 
ferramenta útil quando utilizado como solventes: butanol–ácido acético–água (2.5:1:1, por 
volume) ou butanol–etanol–água–ácido acetico–piridina (5:50:15:1.5:5, por volume). As placas 
devem ser coradas com orcinol para a detecção de carboidratos. Além disto, ensaios com orcinol-
ácido sulfúrico e fenol-sulfúrico são excelentes metodologias para a estimação da quantidade total 
de oligossacarídeos. Ainda, ensaios com resorcinol são recomendados quando se está trabalhando 
com oligossacarídeos ácidos (HUESO et al., 2005). 
 
 
2.8.3 ANÁLISE DE OLIGOSSACARÍDEOS ISOLADOS 
Quando análises em GC (cromatografia gasosa) são utilizadas, metanólise e 
trifluoracetilação são processos prévios necessários, onde a partir do conhecimento da massa 
molecular dos principais monossacarídeos (fucose, galactose, glucose, etc) obtidos a partir da 
análise em GC permite a identificação de mono-, di-, tri-, e outros substitutos oligossacarídicos. 
Quando se busca efetuar a análise por HPLC, há uma variedade de sistemas de colunas e solventes 
possíveis. A combinação de fase reversa e fase normal tem sido amplamente utilizada a partir da 
comparação dos tempos de retenção de padrões derivatizados (através de aminação redutora com 
2-aminoacridona). Vários oligossacarídeos podem ser identificados desta maneira, porém alguns 
oligossacarídeos sialilados maiores requerem estudos em MS (espectroscopia de massa) mais 
detalhados. Mais recentemente, HPAEC-PAD, utilizando Dionex LC, tem sido desenvolvida 
como uma potente ferramenta na pesquisa em carboidratos e também sido vastamente utilizada 
para análise de oligossacarídeos (HUESO, 2005). 
A utilização de lectinas imobilizadas tem sido comum para isolamento de glicoconjugados, 
e tem sido utilizada como um método simples e muito sensível para o fracionamento de vários 






que realizam a estrutura de seus ligantes também tem sido uma prática muito utilizada (HUESO, 
2005). 
Para elucidação da configuração estrutural dos HMOs são necessárias informações sobre o 
tipo e número de resíduos de açúcar, suas sequências, o sítio e o tipo de ligação anomérica, a 
conformação dos anéis destes açúcares e o padrão de ramificações. Sendo assim, a utilização de 
diferentes técnicas, como RMN, têm levado a caracterização de muitos destes oligossacarídeos. 
(HUESO, 2005). A multiplicidade de possibilidades de ligações entre unidades monoméricas 
adiciona uma profunda complexidade estrutural aos carboidratos, já que os mesmos deverão estar 
ligados entre o grupamento hidroxila anomérico de um monossacarídeo e uma hidroxila de outro 
sacarídeo, gerando assim para aldohexoses um total de quatro ligações possíveis (excluindo as 
ligações entre a hidroxila anômérica e o carbono, que somente poderão levar a formação de 
dissacarídeos). Em contraste com os aminoácidos que só apresentam duas opções para a formação 
da ligação peptídica, os carboidratos podem formar estruturas altamente ramificadas. A 
determinação destas ligações é o objetivo primário de estudos por RMN de carboidratos obtido 
de forma natural (BUBB, 2006). 
 
2.8.4. ANÁLISE DA CONFORMAÇÃO TRIDIMENSIONAL DE OLIGOSSACARÍDEOS EM 
SOLUÇÃO 
 A compreensão das propriedades, mecanismos de ação ou interação com macromoléculas 
de moléculas orgânicas é extremamente dependente da elucidação de sua estrutura tridimensional 
em solução. Isso é ainda mais importante quando essas moléculas correspondem a classe dos 
glicídeos, em especial oligossacarídeos onde, embora o seu menor tamanho possa indicar uma 
menor complexidade na elucidação do comportamento tridimensional da estrutura, a 
possibilidade da existência de comportamentos distintos no que se refere a mobilidade em 
diferentes partes da molécula é um fator recorrente (KOLMER, et al., 2015) 
 Quanto maior a quantidade de informação disponível, mais acurada será a determinação 
estrutural. Assim, em se tratando não apenas de determinação da configuração de dada molécula, 
mas também de sua conformação em solução, estratégias de determinação estrutural que utilizam 
RMN se baseiam principalmente em 3 abordagens: a determinação dos ângulos diédricos através 
das constantes de acoplamento escalares por meio da equação de Karplus (KARPLUS, 1959) as 
informações angulares fornecidas por dados de experimentos de acoplamento residual dipolar 






Overhauser Enhacement). Abordagem utilizando estes três fatores são geralmente suficientes para 
a determinação da conformação tridimensional em solução de moléculas orgânicas consideradas 
de tamanho pequeno para a escala de RMN e que não apresentam muita flexibilidade em solução. 
Infelizmente, em se tratando de carboidratos, principalmente mono e oligossacarídeos, embora a 
questão do tamanho molecular médio possa, na maioria das vezes, ser relativizada, a existência 
de comportamentos diferentes no que se refere a flexibilidade e dinâmica molecular é recorrente. 
Transpor estas dificuldades requer o uso de estratégias envolvendo a realização de experimentos 
de NOE os quais irão indicar o grau de flexibilidade da molécula estudada em solução, e como 
essa flexibilidade, em escala de tempo, está relacionada ao tempo de correlação, que é o tempo 
que a molécula leva para dar um giro sobre seu próprio meio, sendo assim determinado tanto pela 
solução em que a molécula se encontra quanto pelo seu peso molecular médio. Os dados 
experimentais provenientes irão fornecer medidas de RMN referentes as “médias” 
conformacionais existentes, possibilitando uma determinação mais acurada das distâncias 




Estudos anteriores demonstraram o papel pró/anti-inflamatório de vários oligossacarídeos 
encontrados no leite humano, dentre eles o 2 fucosillactose. Porém, pouco se sabe sobre a sua 
estrutura tridimensional e sua interação com os receptores TLR - mediadores de resposta 
inflamatória.  Já no caso do oligossacarídeo lactodifucotetraose, que apresenta potencial para agir 
na modulação da inflamação, poucos estudos apresentam metodologias simples para seu 
isolamento. Sendo assim, se justifica e é proposto um estudo que visa demonstrar a eficácia de 
método para isolamento de oligossacarídeos do leite humano, elucidar o mecanismo de interação 
entre HMOs e receptores TLR por meio de técnicas de Docking e determinar a estrutura 
tridimensional de HMOs em solução. Além disto avaliar a atividade pró/anti-inflamatória deste 
HMOs também se mostra necessário, pois apesar de já descritas as interações de 
lipopolissacarídeos e lipopeptídeos a receptores TLR, nenhum estudo ainda demonstrou as 










4.1. OBJETIVO GERAL 
 
O presente projeto possui como objetivo principal o isolamento e caracterização de HMOs, 
e a elucidação do mecanismo envolvido na interação entre HMOs isolados que interajam com 
receptores do tipo TLR. Os oligossacarídeos que apresentarem capacidade de se ligar aos 
receptores TLR serão selecionados e, em seguida, estratégias de elucidação da estrutura do 
complexo ligante-receptor serão propostas, por meio de análises de RMN que possibilitem a 
determinação da estrutura tridimensional dos HMOs em solução e ensaios de Docking entre 
oligossacarídeos e receptores. 
 
4.2     OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 Isolar oligossacarídeos presentes no leite humano validando assim a simples 
metodologia que utiliza a técnica de cromatográfica em coluna.  
 
 Avaliar atividade pró/anti-inflamatória do oligossacarídeo do leite humano 2-
fucosillactose por meio de ensaios in vitro.  
 
 Avaliar a ligação do oligossacarídeo do leite humano 2´-fucosil-lactose ao 
receptor mediador da inflamação TLR4, a partir de ensaios de Docking.  
 
 Determinar a conformação absoluta do 2´-FL através de estudos específicos 
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Isolation, characterization and 3D structure definition of the anti-
inflammatory human milk oligosaccharide, 2`- fucosyl-lactose. 
Bernardo F. Starling, Arquimedes P. Santana Filho, Guilherme L. Sassaki* 
Since the publication of the pioneers works with milk carbohydrates from Polonvski and Lespagonol at 
1930 multiples laboratories throughout the world have directed their efforts to obtain pure fractions of 
human milk oligosaccharides (HMOs). Important physiological actions have recently been associated to 
these molecules and the search for isolation and identification methods have widely increased. In addition, 
the need to understanding the behaviour of these HMOs in solution becomes an important aspect. 2´-FL 
(2´- fucosyl-lactose) and a neutral tetra/tri oligosaccharides fraction were obtained from human milk 
through a simple continuum gradient based charcoal chromatography and ammonium ion exchange liquid 
chromatography method.  NMR (nuclear magnetic resonance) and MS (mass spectrometry) identification 
were performed validating the method and several NMR studies allowed defining the 3D fish hook – like 
structure of 2´-FL. Besides that, cell viability and antiinflammatory assays were made proving the potential 
beneficial activity of 2´-FL. Docking assay proved the possible interaction between TLR4 (Toll like 
receptor 4) and 2´-FL. 
 
1.Introduction 
Milk is the newborn’s fundamental nutrients source1. The human milk is unique in its oligosaccharides 
content2. Human Milk Oligosaccharides (HMOs) are the third most solid component found in human milk 
(12 a 13g/L), after lactose and fat3. 90% of its content is neutral and 10% is sialylated 2. Although milk has 
been considered an energy source for newborns, the role of milk carbohydrates as a functional food is now 
been highly discussed4. Eventhough some carbohydrates like polysaccharides are hard to demonstrated 
their absorption by the enterocytes, HMOs have been described as indigestible saccharides5 that can act in 
the body after digestion6,7. Evidences present four major functions for these oligosaccharides; 1- prebiotic 
action for infant gut; 2- pathogen anti-adhesive barrier; 3- immunomodulatory activity; 4- brain 
development function (especially sialylated structures). These novel actions have increased the search for 
better methods to isolate and to understand how these molecules behave in different situations8. Different 
techniques have been developed aiming to facilitate the isolation process.  
Lactose is the main component of human milk and its high content tend to be an obstacle for the isolation 
of the oligosaccharide fraction6. The most common methods described following this purpose are: repeated 
crystallization in a rotary evaporator9, nanofiltration cellulose acetate membranes, gel permeation 
chromatography, exclusion chromatography columns, charcoal column (adsorption chromatography) and 
treatment with β-galactosidase (aiming lactose hydrolysis) 4. The subsequent step usually is ionic exchange 
chromatography or gel permeation objectifying to obtain pure oligosaccharides5. In contrast to amino acids 
that form peptide bonds that are generally linear or rarely cyclic, the identification and analyses of 
carbohydrates is more complex since they may be linked between the anomeric hydroxyl group of a 
monosaccharide and a hydroxyl of the carbon atoms from another monosaccharide10.  
Here, we report a chromatographic method validated by ESI-MS and NMR (nuclear magnetic resonance) 
and the isolation and characterization of two oligosaccharides fractions present in human milk, 2´-FL (2´- 
fucosyl-lactose) and neutral tetra/tri oligosaccharides consisting of LDFT (Lacto-difucosyl-tetraose) and 
LNnT (lactoNneotetraose). Furthermore, aiminig to understand how 2´-FL behave in solution, and to obtain 
information regarding its biological activity, a 3D structure analysis by detailed NMR studies and several 









2.1 Milk Samples 
Milk samples were obtained from different Brazilian lactating mothers following the described hygiene 
regulamentations proposed by the national milk bank. Health tests were analysed for inclusion criteria and 
all lactating were accept. All steps of the study were based on the research model approved by the Brazilian 
Ethic Committee (register number: CAAE 56168316.0.0000.0102). 
2.2. Isolation Procedure 
Firstly, 1000 mL of milk samples were subjected to deslipidification through centrifugation at 12.000 rpm 
at 4 ºC. After that, the material was subjected to an ethanolic precipitation (2:1, v/v) for protein removal11 
yelding the SHMO (supernatant human milk oligosaccharides) fraction. The SHMO was freeze-dried and 
after that eluted through a 30 x 4 cm (70 mL) column of activated-charcoal 150 mesh and celite 545 (1:1) 
(Synth). A continuum gradient of H2O:EtOH was applied, varying from 100:0 to 40:60 as mobile phase. 
Fractions of 10 mL (EHMO) were collected and submitted to a nitrogen evaporation and then freeze-dried. 
These fractions were subjected to a new chromatographic procedure, in order to obtain a better separation. 
Willing to obtain LDFT, chromatography on an ionic DEAE Sepharose (GE Healthcare) column was 
performed, being initially eluted with water and after with a water solution with  2% content of amoniun 
ion  (Adapted from GNOTH, 2000)5. All the isolation processes were accompanied by TLC (thin layer 
chromatogrophy), performed with silica-gel 60G (Merck) developed with 4:2:2:1 etyl acetate:propanol: 
acetic acid:water solvent. For band visualization, the carbohydrate specific reagent orcinol-H2SO4 was 
used12, 13. 
  
2.2 NMR Spectroscopy 
NMR was performed using a Bruker 400 MHz or 600 MHz AVANCE III NMR spectrometer (Bruker 
GmbH, Silberstreifen, Germany) with a 5 mm inverse Z gradient probe or TCI cryoprobe. 1H-NMR and 
13C-NMR spectra of 2´-FL( 2´-fucosyl-lactose) and neutral tetra/tri oligosaccharides fraction were obtained 
after dissolving the samples in D2O or in H2O-DMSO(60:40) depending on the experimental study. The 
chemical shifts of signals were measured relative to TMSP standard at different temperatures. 1D 1H-NMR 
was performed, using 8 scans to give a signal/noise (S/N) ratio of at least 1000/1 (90 pulse, relaxation delay 
¼ 4.0 s, number of time domain points ¼ 65536, and acquisition time ¼ 5.1 s). In general, experiments 
were carried out without tube rotation with the HOD signal at a medium width varying from 2– 3.5 Hz. 2D 
NMR experiments were performed using editedHSQC (hsqcedetgp), TOCSY (mLevphpr.2), COSY 
(cosygpprqf),  HMBC (hmbcgplpndqf) and NOESY (noesyohor) pulse sequences, recorded for quadrature 
detection in the indirect dimension and acquired using 16 scans per series of 2k x 256 data points, with zero 
filling in F1 (1024) prior to Fourier transformation.  
 
2.3. ESI-MS Experiments 
Aiming to confirm the presence of the novel HMO LDFT in the neutral tetra/tri oligosaccharides fraction, 
mass spectra (MS) were acquired in a negative and positive mode by full scan using a LTQ-OrbiTrap-XL 
(Thermo-Scientific) equipment. For the positive mode the MS analyses were performed using a spray 
voltage of 4.49 kV, a capillary voltage of 49 V, a tube lens voltage of 205 V, an auxiliary gas (nitrogen) 
flow rate of 0 arb, a sheath gas (nitrogen) flow rate of 8 arb and capillary temperature of 300 °C for 
dessovaltation. The spectra were recorded in the range of m/z 200–1100 for MS resolution of the Orbitrap 
mass analyser at 30.000 units. For the negative mode analyses a spray voltage of 3.2 kV, a capillary voltage 
of -46 V, a tube lens voltage of -200 V were used. All the spectra were processed and analised by Thermo 







2.4. Cells Culture 
RAW-Blue™ Cells were cultivated in a DMEM medium culture containing 4.5g/L glucose, 10% (v/v) of 
bovine inactivated serum, 50 U/mL de penicillin, 50 g/mL de streptomicin, 100 g/mL de normocin and 
2 mM de glutamine. The cells were placed at 37 ºC in a containing 5% CO2. The medium was replaced 
twice in a week and the cells replicated until reach 70-80% confluence.  
 
2.5 MTT Assay 
Viability after treatment with 2´-FL was determined using MTT assay.  Cells grown treated with 20uL LPS 
were taken as positive control. An aliquot of 190 µl from the culture was transferred to wells in 96 well 
plates in triplicates. The different doses of 2´-FL (0.02 mg/mL , 0.2 mg/mL and 2 mg/mL) were added and 
the plate was incubated at 37 ºC for 24h or 48h. After that, 20 µl of the MTT (Sigma, USA) solution in PBS 
(5 mg/mL, pH 7.0) was then added to each well. Plates were incubated at 37 ºC for 3 h. Following 
incubation 50 µl of a lysis buffer (20% sodium dodecyl sulfate in 50% N, N-dimethylformamide; pH 4.7) 
was added to the wells and the plates were further incubated at 37 °C for overnight. Finally, the mixture in 
the wells was mixed by pipetting and absorbance at 570 nm was measured using microplate reader 
(EPOCH). 
 
2.6. QUANTI-Blue Stimulation Assay  
After previous analysis aiming to identify possible endotoxin contamination14, 0.02 mg/mL , 0.2 mg/mL 
and 2 mg/mL of 2´-FL were solubilized in 20 μL water and placed in 96 well plate with 180 μL of RAW-
Blue™ cells suspension containing 140.000 cells/mL per well and 20 μL of LPS.  The plates were incubated 
for 24 h at 37 ºC temperature and 5% de CO2.  50μL supernatant were collected and added to 96 wells 
containing 150μL of QUANTI-Blue and the plates were again incubated for 3 hours. The subsequent results 
were read using a microplate reader (EPOCH) at wavelength of 620-655 nm. 
 
2.7. Estimation of Intra- and Interproton Distances 
Experimental distances were obtained by selective one-dimensional (1D) and 2D NOESY experiments 
conducted with mixing times between 100 and 1.000 ms (253 K – H2O:DMSO-d6) and used to construct 
the kinetic NOEs. Selected distances were estimated on the basis of the (two-spin model approximation) 
time-dependent NOE measurements extrapolated to short mixing times, considering the initial buildup 
enhancement up to 400 ms. The extrapolated NOEs signals were converted to proton distances considering 
the Gal distance (H1–H3) as a reference (2.57 Å). 
 
2.8. 2D NOESY Spectral in silico Simulation (multispin model relaxation) 
The 2D NOESY simulation was undertaken assuming isotropic motion with a single correlation time τc 
estimated to be 250 ps. The τc parameter was adjusted by trial and error until the NOE kinetic enhancement 
from 0 to 1.000 ms mixing time reproduced qualitatively the corresponding experimental values. The 









2.8. 2´-FL Molecular Minimization 
The starting geometries of 2´-FL were generated using the carbohydrate biomolecule builder15 following 
the primary structure and the glycosidic constraints, the structure were minimized by Gaussian09 16. The 
B3LYP exchange-correlation potential functional was employed for calculating the orbital energies and 
aug-cc-pvdz basis set was used as correlation consistent basis17, 18. For the solvation, PCM (Polarizable 
Continuum Model) method that creates a solute cavity via a set of overlapping spheres, in this case water 
and vacuum dieletric constant19 was used.  
 
2.9. Comparison of Different 2´-FL Structural Conformers Results to the Experimental Data 
To compare 2´-FL structures with the experimental data rmsdexp values were used, for example, the 
estimated inter-residue proton–proton distances using the two-spin model approximation used: H5 Glc-
H5 Fuc, CH3 Fuc-H2 Gal, OH2 Fuc-OH3 Gal, H6 Gal-OH3 Glc. In the equation, Dexp,i is the 
experimental inter-residue proton–proton distance and Dcc,i is the corresponding distance for a 
comparative conformation. The number of inter-residue proton–proton distances compared is n. 
eq.1: rmsdexp= √ n−1∑i(Dexp,i−Dcc,i)2 
 
2.10. Molecular Docking 
Docking programs measure the binding affinity of a ligand for a molecular target to determine the 
interaction energy of the resulting complex and visualization softwares present the model of the 
intermolecular interaction20. The 3D predicted structures of TLR4 (id: 3FXI) was obtained as a pdb format 
from RCSB protein data bank (www.rcsb.org). Three 2´-FL 3D structure was used: 2´-FL minimized in 
H2O (created as described by the item “2.9. Molecular Minimization”), a pdb of 2´-FL (crystal structure) 
and the experimental model (NMR predicted structure). The oligosaccharide-receptor interaction was 
created using AutoDock Vina (Discovery Studio 2.5). 
3.Results and Discussion 
3.1. Isolation Methods 
Differently from previous studies that use water and just one ethanol concentration as eluent for charcoal 
chromatography, here we prove that the gradient method is efficient to obtain different HMO´s fractions 
(Figure 1a and 1b). When analysed by 1H and HSQC (Figure 2, 3 and 6) NMR spectra, isolation methods 
of 2´-FL and LDFT/LNnT as described above proved to be a suitable method. EHMO (eluted human milk 
oligosaccharides) (Figure 2a) present great quantities of lactose indicated by the large peak at 5.21 ppm in 
the 1H NMR spectra representing H1-αGlc-Lac. After the activated charcoal-celite column procedure, the 
2´-FL fraction (Figure1 b) was obtained with an 80.7% (1:1.2386 – fucose to lactose proportion) purity 
degree estimated by integrations of the correspondent signals (Figure 3). The DEAE Sepharose column- 
2% ammonium procedure showed to be  able to isolate neutral tetra/tri oligosaccharides, as shown in Figure 
2c, indicated by the Fuc H-1-F2 (5.28ppm) and Fuc H-1- F3 (5.39/5.45 ppm) from LDFT, by Fuc H-1- F 
(5.30 ppm) from 2´-FL,  and LNnT (5.20 ppm) (d, 3.8 3JHH [Hz] – data not shown) on 1H spectrum. Besides 
this, the lack of a double doublet seen as a triplet signal of sialic acid at 1H NMR spectra at 1.72 ppm (Figure 
4) from H3 show the capacity of DEAE Sepharose column - 2% ammonium procedure to retain charged 








Figure 1. (a) 1H NMR spectra of the fractions obtained after the chromatographic precedure.(b) Gradient profile. The letters at both 
graphics are correspondent. * at right represent the 5.28 H1-Fuc 2´-FL. * at left represent the 1.21 CH3-Fuc 2´-FL  
Figure 2. 1H-NMR spectra (A) EHMO fraction, (B) 2´-FL, (C) LDFT. Chemical shifts reference: TMSP (δ=0.00 ppm). Lactose 
identification (A) H1-αGlc-Lac (5.21 ppm), H1-βGlc-Lac (4.63 ppm); 2´-FL identification (B) H1-Fuc-2`-FL (5.30 ppm); Neutral 
tetra/tri oligosaccharides identification (C), LDFT peaks: Fuc H1 from 2´-FL (5.28 ppm) and Fuc H1 from 3-FL (5.39 and 5.45ppm), 
2´-FL peak Fuc H1(5.30ppm), LNnT (d, 3.8 3JHH [Hz] at 5.20 ppm). 
 
 
Figure 3. Detailed 2´-FL 1H NMR spectra and the integration peaks. H1-Fuc-2´-FL at 5.30 ppm was used to create the proportion 
relation to lactose content, based on the two isomeric possible forms represented by the H1-αGlc-Lac at 5.21 ppm and H1-βGlc-Lac 









































Figure 4. NMR spectra regions. Black line represent the tetra/tri oligosaccharides fraction before DEAE Sepharose column- 2% 
ammonium procedure. Red line represent the neutral tetra/tri oligosaccharides fraction. 
 
3.2. Mass Spectrometry identification of Neutral tetra/tri oligosaccharides. 
Identification of the HMOs from the neutral tetra/tri fraction were performed with an LTQ-Orbitrap-XL 
mass spectra (Figure 5) and HSQC experiment data. A neutral tetrasaccharide at m/z 657.3 confirmed the 
greater proportion of LDFT. A m/z 730.4 peak was firstly identified as a N-acetilated tetrasaccharide and 
later confirmed as LNnt by the distinct signals from β-GlcNAc-C-3 (71.8ppm) and  from β-GlcNAc-C-4 
(77.2ppm) in relation to its isomer LNT. At m/z 511.3 a neutral fucosylated trisaccharide was related that 
and confirmed as 2´-FL since this neutral tetra/tri oligosaccharides fraction was derived from a 2´-FL 
fraction and the H from C1 αFuc of this molecule is present at 5.21 ppm in the 1H spectrum.
 




seen as triplet at 








Figure 6. Neutral tetra/tri oligosaccharides fraction 2D edited-HSQC NMR spectra. 
 
3.3. 2´-FL characterization 
NMR characterization of 2´-FL (Table 1) were conducted using homonuclear (COSY, TOCSY, and 
NOESY) and heteronuclear (edited HSQC) experiments. Allowing the complete assignment of the 
hydrogen and carbon signals.  
 
Table 1. 1H , 13C and OH NMR assignments of 2´-FL (δ values in ppm at 253K). 
 
3.4. 2´-FL Structure Model and NMR Experimental Data Comparison 
The intra- and interesidue proton–proton distances were measured by NOESY. To compare the molecular 
minimization and an internet downloaded pdb structures to the experimental NMR data, an rmsdexp was 
derived from all experimentally estimated intra and inter-residue proton–proton distances (see eq. 1 and 
Table 2) and the corresponding distances for each conformer. A small rmsdexp value correspond to a more 


















1 5.02 88.39 6.90 4.41 95.5 7.67 4.34 99.61 - 5.10 98.96 -
2 3.35 70.81 5.81 3.06 73.59 6.24 3.49 74.16 - 3.57 67.30 5.58
3 3.35 74.08 5.63 3.35 74.03 5.93 3.66 73.08 5.77 3.57 69.10 5.71
4 3.58 71.12 - 3.42 71.98 - 3.68 68.25 5.74 3.59 71.08 5.62
5 3.68 69.68 - 3.24 74.71 - 3.53 71.17 - 4.05 66.20 -
6a 3.60 59.37 5.81 3.58 59.46 5.97 3.51 60.08 6.10 1.047 15.34 -
6b 3.74 59.37 5.81 3.76 59.46 5.97 3.589 60.08 6.10 -
a-Fuc
2´FL










Table 2. Comparison between all structure distances.   
 
The rmsd distance values prove that the 2´-FL structure in solution obtained by NMR is reliable when 
compared to the software MSpin and that the structure of this oligosaccharide in solution resembles the 
both minimized models, 2´-FL Vacuum and 2´-FL H2O.  Intra-residue proton–proton distances were 
obtained from H2 Gal-H3 Gal, H2 Glc-OH6 Glc, H1 Glc-OH1 Glc and H2 Glc-H3 Glc and 
compared with the distances obtained from the other structures (presented in table 3). The average values 
were determined from 50 to 400 ms. This interval was chosen aiming to minimize delay and spin diffusion 
generating more reliable data. Inter-residue proton–proton distances from H5 GLC-H 5Fuc, CH3 Fuc-H2 
Gal, OH2 Fuc-OH3 Gal, H6 Gal-OH3 Glc distances allowed a comparison of the experimental NMR data 
to the others structures (Table 4). 2´-FL exhibited NOE OH2 Fuc-OH3 Gal, H6 Gal-OH3 Glc and  CH3 
Fuc-H2 Gal contacts, providing distances of 2.38, 4.28 and 5.04  Å, respectively. The contacts between 
these residues observed in the NOESY spectra can be considered the experimental proof of a bent 
conformation of the fucose and glucose towards the galactose ring. The H5 GLC-H 5Fuc contact by 3.23 
Å allowed more structure analysis. From this information, can be examined that besides the approximation 
of these others hexoses to the galactose moiety these two rings comes each other. The torsional angles φ 
(H1-C1-O4-C4) Fuc2-1Gal of -31.9º and Gal4-1Glc of -166.7°, ψ (C1- O4-C4-H4) Fuc2-1Gal of 50.3 ° and 
Gal4-1Glc of -151.3°, θ (C1-O4-C4) Fuc2-1Gal of 126.4 ° and Gal4-1Glc of 145.8°  measured of the 2´-FL 
NMR experimental model molecule gives more strength to this assumption (Figure 11) 
 
Table 3. Selected Intraglycosidic Proton–Proton Distances (angstroms) for 2´-FL Derived from NOE Measurements and all other 
structures. 
CONFORMERS H2Gal-H1Gal (Å)  H5bGLC-H5FUC (Å) CH3Fuc-H2Gal (Å) OH2Fuc-OH3Gal (Å) H2bGlc-OH6Glc (Å) H1bGlc-OH1bGlc (Å) H2bGLC-H3bGLC (Å) H6Gal-OH3bGlc (Å)
NMR/PDB
RESIDUAL SQUARE 0.73 0.02 0.02 0.19
 INTRA RMSD 
RESIDUAL SQUARE 0.01 0.04 0.07 0.03
INTER RMSD
RESIDUAL SQUARE 0.01 0.73 0.02 0.02 0.04 0.07 0.03 0.19
TOTAL RMSD
NMR/2´FL H2O
RESIDUAL SQUARE 0.00 0.15 0.02 0.00
 INTRA RMSD 
RESIDUAL SQUARE 0.02 0.03 0.07 0.05
INTER RMSD
RESIDUAL SQUARE 0.02 0.00 0.15 0.02 0.03 0.07 0.05 0.00
TOTAL RMSD
NMR/2´FL VACUUM
RESIDUAL SQUARE 0.01 0.10 0.02 0.02
 INTRA RMSD 
RESIDUAL SQUARE 0.02 0.01 0.07 0.05
INTER RMSD
RESIDUAL SQUARE 0.01 0.10 0.02 0.01 0.07 0.05 0.02
TOTAL RMSD
NMR/2´FL MSPIN
RESIDUAL SQUARE 0.00 0.11 0.02 0.00
 INTRA RMSD 
RESIDUAL SQUARE 0.03 0.04 0.08 0.07
INTER RMSD














STRUCTURE H2Gal-H1Gal (Å) H2bGlc-OH6Glc (Å) H1bGlc-OH1bGlc (Å) H2bGLC-H3bGLC (Å)
2´FL H2O 3.07 3.97 2.48 3.06
2´FL NMR 3.20 4.14 2.74 3.29
2´FL PDB 3.12 3.93 2.47 3.12
2´FL VACUM 3.07 4.06 2.47 3.06







Table 4. Selected Interglycosidic Proton–Proton Distances (angstroms) for 2´-FL. Derived from NOE Measurements and all other 
structures. 
 
3.5. MTT Cell viability assay 
No cytotoxicity was observed when RAW-Blue™ cells were exposed to 2´-FL (2; 0.2 and 0.02mg/mL).for 
24 h and 48h (Figure 7 and Figure 8). Hence, the possibility that anti-inflammatory effects were caused by 
the cytotoxicity was excluded.   
 
Figure. 7. Graph of MTT assay after 24 h showing the rate of cell viability after exposure to different concentrations of 2`FL (2; 0.2 
and 0.02mg/mL).  
 




STRUCTURE  H5bGlc-H5Fuc (Å) CH3Fuc-H2Gal (Å) OH2Fuc-OH3Gal (Å) H6Gal-OH3bGlc (Å)
2´FL H2O 3.28 5.42 2.24 4.3
2´FL NMR 3.23 5.04 2.38 4.28
2´FL PDB 2.37 4.91 2.51 4.72
2´FL VACUM 3.14 5.35 2.24 4.43







3.6. QUANTI-Blue Assay 
To determine the efficacy of the anti-inflammatory effect of 2´-FL (Figure 9) different concentrations of 
2´-FL was added and a partial dose-dependent relationship was observed with the concentration, which 
means that if less SEAP was secreted by the cells, hence less colour produced in the presence of the 
QUANTI-Blue substrate. The positive and negative controls behaved as expected presenting the higher and 
lower peaks at the optical density graphic (no shown). When compared to the LPS treatment (positive 
control) 2´-FL at 0.02 mg/mL lessen the inflammatory activity by 26.26%; 0.2 mg/mL by 24.18%; 2 mg/mL 
by 31.63%.  
 
Figure 9. Percent inhibition values represented here are a reflection of treatments with 2´-FL (2, 0.2 and 0.02mg/mL). 100% is the 
positive control (C+) which was used as a referral point for the inhibition process.  
 
3.7.Docking Assay 
As described in the “2.10. Molecular Docking”, initial bind Dockings using AutoDock Vina to study the 
molecular structure of 2´-FL minimized and the TLR4 from 2´-FL minimized in H2O (created as described 
by the item “2.9. Molecular Minimization”), a pdb of 2´-FL (crystal structure) and the experimental model 
(NMR predicted structure) was proceed. The software returned different binding affinity for possibles 
distincts binding sites (Different colours in Figure 10). Since thermodynamic potential, demonstrated as 
Gibbs free energy (kcal/mol), is considered in this binding process and an equilibrium state and complex 
stability is more achieve as the value is more negative23 the 2´-FL minimized in H2O presenting the most 
affinity structure with TLR4, followed by a pdb of 2´-FL (crystal structure) and the experimental model 
(NMR predicted structure) (Figure 12). Since some studies present the quenching activity of 2´-FL – 
possible without binding to the receptor – more studies are necessary to demonstrated if the action of this 
oligosaccharide is through the binding with the TLR4 or by another mechanism.  
 
Figure 10. Affinity bindings and distance from best mode Docking. Different colours represent different possible binding sites. 
 
MODE AFFINITY MODE AFFINITY MODE AFFINITY 
(Kcal/mol) R.M.S.D L.B. R.M.S.D U.B. (Kcal/mol) R.M.S.D L.B. R.M.S.D U.B. (Kcal/mol) R.M.S.D L.B. R.M.S.D U.B.
1 .-7.8 0.000 0.000 1 .-7.3 0.000 0.000 1 .-7.0 0.000 0.000
2 .-7.6 1.726 4.975 2 .-7.2 6.789 11.028 2 .-6.6 17.635 21.174
3 .-7.5 85.999 90.582 3 .-7.2 18.606 21.540 3 .-6.5 2.095 4.887
4 .-7.4 23.659 27.976 4 .-7.2 9.609 13.665 4 .-6.2 20.410 24.249
5 .-7.4 86.529 90.250 5 .-7.0 6.906 10.917 5 .-6.1 2.285 6.701
6 .-7.4 19.695 22.672 6 .-6.9 18.667 21.187 6 .-6.1 29.286 33.951
7 .-7.4 47.956 52.753 7 .-6.9 1.583 5.329 7 .-6.1 2.263 7.077
8 .-7.3 17.211 21.568 8 .-6.8 18.448 21.053 8 .-6.0 1.696 2.829
9 .-7.2 22.534 25.911 9 .-6.5 19.234 21.919 9 .-5.9 15.657 19.211
DIST. FROM BEST MODE DIST. FROM BEST MODE
2´-FL H2O 2´-FL NMR 2´-FL PDB








Figure 11. Fish hook like structure for 2´-FL in solution (NMR experimental model). 
Figure 12. Example of TLR4-2´-FL binding. In this case number 1 mode. Purple representing TLR4 protein. Blue Representing 2´-
FL minimized in water. 
 
4. Conclusion                                        
Human Milk Oligosaccharides have been a growing research area since newly distinct associations have 
been presented with its actions. From this, a demand to obtain these molecules was originated. In this article 
we present and validate a charcoal-celite-DEAE-sepharose isolation method for obtain this novel type of 
oligosaccharides from human milk. Since many different techniques have been applied aiming HMO´s 
isolation, the method present here proved to be useful for this propose6,14 and DEAE-sepharose column has 
been extensively used to isolation of proteins since 70 decade15 but proved to be a convenient method to 
exclude charged HMOs from a mixture fraction. As NMR and have been classified as the main tools for 
identification and characterization of HMOs4, using different NMR experiments data combining with MS 
allow us to generate data that would be applicable for other research groups and the industry. Besides that, 
this study present a probable conformational structure of 2´-FL in solution, its biological action and possible 






Overall, application of simple isolation methods and differentiated analytical approaches will turn HMOs 
as a potential tool for use in human and animal health. This knowledge and data should facilitate this 
development and possible clinical application of these novel molecules.            
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Após análise dos dados gerados pelos experimentos realizado neste trabalho podemos 
concluir que: 
- O método de isolamento utilizando cromatografia de carvão-celite (1:1) e como fase móvel, 
um gradiente de H2O:EtOH, variando de 100:0 até 40:60 seguida por cromatografia líquida de 
troca iônica DEAE-Sepharose utilizando H2O+ 2% Amônio como fase móvel provou ser um 
método eficiente para o isolamento de oligossacarídeos neutros do leite humano. 
- O HMO, 2´-FL em solução possui característica conformacionais mais próximas de 
estruturas minimizadas em vácuo e em H2O do que de estruturas cristalizadas, como visto pelo 
valor de rmsd, referentes as distâncias medidas experimentalmente por RMN através de dados de 
NOE, de 0,19; 0,21; 0,37, respectivamente. 
- Em ensaios de viabilidade celular (MTT) e capacidade pró/anti-inflamatória (QUANTI-
Blue), 2´-FL apresenta capacidade anti-inflamatória quando comparada ao LPS (controle 
positivo) de 26.26% (0,02 mg/mL); 24.18% (0,2 mg/mL); 31.63% (2 mg/mL).  sem apresentar 
toxicidade significativa em nenhuma destas concentrações. 
- Através de ensaios de Docking, o oligossacarídeo 2´-FL apresenta possíveis sítios de ligação 
com a molécula proteica TLR4, provando assim ser um potencial modulador da capacidade 
inflamatória em seres humano. 
Assim, os resultados apresentam um novo e simples método para isolamento de 
oligossacarídeos do leite humano além de comprovações da eficiência da molécula 2´-FL em 
interferir na inflamação mediada por receptores do tipo TLR4. Sendo assim, estes dados e 
resultados poderão facilitar o desenvolvimento de obtenção e aplicações clínicas destas moléculas 
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ANEXO 2 – PROJETO DETALHADO COMITÊ DE ÉTICA 
*Além disto uma versão detalhada do projeto que se encontra na secretária do Programa 







































































ANEXO 5 – TERMO DE GUARDA BIOLÓGICA – COMITÊ DE ÉTICA 
TERMO DE GUARDA DE MATERIAL BIOLÓGICO 
  
Nós, Bernardo Freire Starling Soares, Guilherme Lanzi Sassaki, Arquimedes Paixão Santana 
Filho, pesquisadores envolvido no projeto intitulado “Avaliação da atividade de oligossacarídeos 
isolados do leite humano em receptores de membrana do tipo tlr2 e tlr4 e descrição do mecanismo 
de interação por meio de técnicas de espectroscopia de rmn”, nos comprometemos a zelar pela 
guarda do material biológico coletado para este estudo, após obtenção do consentimento 
informado dos participantes de pesquisa. 
Outrossim, declaramos que, havendo necessidade de uso das amostras coletadas em outro projeto, 
o mesmo será submetido à apreciação pelo CEP da Instituição e, quando for o caso, da Comissão 
Nacional de Ética em Pesquisa – CONEP. Uma vez aprovado o projeto, os participantes serão 
novamente contatados para assinar o novo TCLE, consentindo com o uso das amostras de leite 
humano para a nova pesquisa. Para os dados associados, quando for o caso, será adotado o mesmo 
procedimento. 
  

































































ANEXO 11 – DECLARAÇÃO USO ESPECÍFICO – COMITÊ DE ÉTICA 
 
 



















































































ANEXO 20 - MATERIAL E MÉTODOS SUPLEMENTAR 
 
OBTENÇÃO DO LEITE HUMANO 
Para o isolamento dos oligossacarídeos do leite humano, aproximadamente 1litro de leite 
humano de uma única doadora foram utilizados. Todo os processos durante o tempo de pesquisa 
e uso deste material biológico esteve de acordo com modelo aprovado pelo Comitê de Ética- 
CAAE 56168316.0.0000.0102). A documentação relativa ao processo aprovado pelo Comitê de 
Ética se apresenta no anexo. A retirada do leite seguiu o obrigatoriamente os seguintes passos:  
Preparo do frasco: 
1- Escolha um frasco de vidro com tampa plástica, pode ser de café solúvel ou maionese; 
2- Retire o rótulo e o papelão que fica sob a tampa e lave com água e sabão, enxaguando bem; 
3- Em seguida coloque em uma panela o vidro e a tampa e cubra com água, deixando ferver por 
15 minutos (conte o tempo a partir do início da fervura);  
4- Escorra a água da panela e coloque o frasco e a tampa para secar de boca para baixo em um 
pano limpo; 
5- Deixe escorrer a água do frasco e da tampa. Não enxugue; 
6- Você poderá usar quando estiver seco. 
Modo de preparo para retirada do leite humano (ordenhar) 
*O leite deve ser retirado depois que o bebê mamar ou quando as mamas estiverem muito 
cheias. 
1-Escolha um lugar limpo, tranquilo e longe de animais; 
2-Prenda e cubra os cabelos com uma touca ou lenço; 
3-Evite conversar durante a retirada do leite ou utilize uma máscara ou fralda cobrindo o nariz e 
a boca; 
4-Lave as mãos e antebraços com água e sabão e seque em uma toalha limpa. 
Modo de retirada do leite humano (ordenhar): 
1- Comece fazendo massagem suave e circular nas mamas.                        
2- Massageie as mamas com as polpas dos dedos   começando na aréola (parte escura da mama) 
e, de forma circular, abrangendo toda mama. 






4- Primeiro coloque os dedos polegar e indicador no local onde começa a aréola (parte escura 
da mama); 
5- Firme os dedos e empurre para trás em direção ao corpo; 
6- Comprima suavemente um dedo contra o outro, repetindo esse movimento várias vezes até 
o leite começar a sair; 
7- Despreze os primeiros jatos ou gotas e inicie a coleta no frasco. 
Modo de armazenamento do leite retirado para doação: 
1- O frasco com o leite retirado deve ser armazenado no congelador ou freezer. 
2- Na próxima vez que for retirar o leite, utilize outro recipiente esterilizado e ao terminar 
acrescente este leite no frasco que está no freezer ou congelador. 
 
ISOLAMENTO DOS OLIGOSSACARÍDEOS DO LEITE HUMANO. 
Após o descongelamento do leite, primeiramente foi realizado um processo de 
deslipidificação através de centrifugação a 12.000 rpm na temperatura de 4 ºC. Feito isso, o 
material foi submetido à precipitação etanólica (2:1, v/v) para a remoção de proteínas (FINKE et 
al., 1999). O sobrenadante foi então coletado e liofilizado, sendo então submetido ao processo de 
fracionamento através por cromatografia líquida, em uma coluna de 30 X 4 cm (70 mL) utilizando 
como fase estacionária carvão ativado-150 mesh e celite 545 (1:1) (ambos da marca Synth). Como 
fase móvel, um gradiente contínuo de H2O:EtOH, variando de 100:0 até 40:60 foi utilizado. As 
frações foram coletadas a cada 10 mL, e então submetidas a evaporação sob fluxo de nitrogênio 
e depois liofilizadas.  Visando uma maior separação dos HMOs da lactose, após análise em RMN, 
as frações que apresentavam oligossacarídeos passaram por um processo de cromatografia em 
coluna de sílica (MERCK – 0,063-0,200mm) de 30 X 4 cm (70 mL). Para posterior isolamento 
do LDFT, um carboidrato que representa somente 0,5% do conteúdo de carboidratos total contido 
no leite humano, a utilização de uma coluna de 30 X 4 cm (70 mL) de troca iônica de DEAE 
Sepharose fast flow (GE Healthcare) com eluição inicial em H2O e depois com solução aquosa 
contendo 2% do íon amônio, gerando assim 7 frações Adaptado de GNOTH, 2000 
O acompanhamento da eluição dos HMOs foi realizado através de análises de 
cromatografia em camada delgada (TLC), utilizando placas de silica-gel 60G (Merck), com 8 cm 
de altura total (7 cm a partir da origem). As corridas cromatográficas foram desenvolvidas com o 






visualização das bandas foi utilizado o reagente especifico para carboidratos orcinol-H2SO4 a 100 
ºC (SKIPSKI, 1975); SASSAKI  et al., 2008). A identificação preliminar foi realizada com o 
auxílio de padrões de tri, tetra e pentassacarídeos. 
 
TLC demonstrando a presença de diferentes HMOs nas diferentes frações obtidas a 
partir do gradiente. Padrão de lactose (Lac) demonstra a presença HMOs maiores nas frações do 
gradiente com maior concentração de etanol.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
